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Tematyka badawcza

Recenzowana rozprawa doktorska przedstawia wyniki badan dotyczgce analizy sekwencji genetycznych, w
szczegblnosci sekwencji ktore zawierajg powtarzajace sie fragmenty. Prace nad odczytaniem sekwencji catego
genomu dla réznych organizméw trwajg od lat. Jednym z najbardziej spektakularnych osiggnie¢ byto
odczytanie sekwencji genomu ludzkiego na poczatku dwudziestego pierwszego wieku. Proces ten zajat
woweczas okoto 15 lat i pochtonat 3 mld dolaréw. Dzieki rozwojowi technologii, znacznie przyspieszony zostat
proces sekwencjonowania, czyli odczytywania sekwencji DNA, a takze drastycznie zmniejszone zostaty koszty,
umozliwiajgc na sekwencjonowanie genomu cztowieka ponizej 1000 dolaréw i w czasie nie dtuzszym niz kilka
dni. Obecnie na rynku znajdujg sie dwie wiodgce technologie: sekwencjonowanie nowej generacji (NGS), ktore
pozwala uzyskac kilkusetnukleotydowe sekwencje o bardzo dobrej jakosci, oraz sekwencjonowanie trzeciej
generacji (TGS), dzieki ktérej mozna uzyskac dtugie sekwencje (do kilkudziesieciu, a nawet kilkuset, tysiecy
nukleotydéw) o troche gorszej jakosci. Najwiekszym wyzwaniem odczytywania sekwencji genomow s3
powtarzajace sie fragmenty sekwencji, lub sekwencje o bardzo niskim stopniu skomplikowania, co znacznie

utrudnia proces asemblacji, czyli sktadania sekwencji genomu z krdétkich fragmentéw pochodzacych z



sekwencjonowania. Warto zwrdéci¢ uwage, ze pomimo iz sekwencja genomu ludzkiego znana jest od kilkunastu
lat, to nadal zawiera nieodczytane fragmenty, ktdre sg efektem powtdrzen.

Kolejng trudnoscig jest fakt, iz genomy organizmdw tego samego gatunku rdéznig sie miedzy sobg. Zmiany moga
by¢ krétkie: jedno- lub kilku- nukleotydowe (SNP oraz INDEL) oraz mogg obejmowac obszar wielu milionéw
nukleotydéw. W obrebie najwiekszych zmian, tak zwanych wariantdw strukturalnych (SV), mozemy rozréznié
delecje, duplikacje, inwersje, insercje oraz translokacje. Najczestsze réznice sg najkrétsze i najtatwiejsze do
wykrycia. Dla przyktadu w organizmie ludzkim wystepuje okoto 3 min SNP, czyli Srednio 1 na 1000 nukleotydéw
jestinny niz w genomie referencyjnym. Znacznie rzadsze zmiany SV wykrywane s dzieki nowym technologiom
sekwencjonowania. Wyrdzniamy dwa gtdwne podejscia: mapowanie do sekwencji genomu referencyjnego,
oraz asemblacja de novo bez wykorzystania genomu referencyjnego. W pierwszym podejsciu sprawdzane sg
sparowane odczyty (PEM), odczyty nie mapujace sie w catosci do genomu (SR), a takze badana jest gtebokos¢
pokrycia (RD). To dzieki badaniu gtebokosci pokrycia, a takze asemblacji de novo mozna wykry¢ zréznicowanie
liczby kopii fragmentéw DNA, tzw CNV, ktére jest szczegdlnym przypadkiem SV obejmujacym delecje oraz
duplikacje. Badania w tym zakresie pokazaty, ze niektére fragmenty genomu sg bardziej podatne na CNV, oraz
ze mogg wptywac na ekspresje gendw. Tematyka recenzowane]j pracy doktorskiej wpisuje sie w tematyke

odczytywania genomu de novo oraz wykrywania powtarzajacych sie fragmentdw badanych sekwencji.

Zakres pracy i wktad autora

W pracy doktorskiej mgr W. Kusmirek zajat sie szacowaniem liczby kopii fragmentow sekwencji w genomie.
Autor przetestowat narzedzia do szacowania CNV na podstawie danych sekwencjonowania cato-eksomowego
(WES). Sekwencjonowanie WES polega na wstepnym wyselekcjonowaniu fragmentow DNA obejmujgcych
eksony, powieleniu tychze fragmentdw DNA, a nastepnie ich sekwencjonowaniu. Pozwala to na pokrycie
genomu tylko w wybranych obszarach, ktére tworza niejako okna, w genomie. Zaproponowane narzedzie
SeQuila-cov pozwala na znacznie szybsze obliczanie gtebokosci pokrycia w zdefiniowanych oknach niz
istniejgce narzedzia. Autor rozprawy przetestowat réiny dobdr préobek referencyjnych, ktére beda
wykorzystane do modelowania tta przy obliczaniu gtebokosci pokrycia. Opracowat i zaimplementowat algorytm
do wyboru prébek referencyjnych, ktéry mozna wykorzystaé w aplikacjach nie posiadajacych tego etapu.
Drugi nurt badawczy doktoranta dotyczyt rekonstrukcji de novo sekwencji DNA, wykorzystujgc szacowanie
liczby kopii fragmentow DNA na etapie tworzenia graféw A-Bruijna. Zazwyczaj narzedzia do asemblacji de novo
nie odtwarzajg fragmentow repetytywnych, ze wzgledu na rozgatezienia w grafie, ktdre sg przez nie tworzone,
gdyz w tatwy sposéb mozna potaczyé btedne sekwencje. Opracowane i zaimplementowane narzedzie dnaasm
pozwala na uzyskanie kontigdw réwniez w przypadku powtarzajacych sie sekwencji. Ponadto, doktorant
zaimplementowat narzedzie do tgczenia kontigédw uzyskanych przy uzyciu asemblera dnaasm z dtugimi
odczytami pochodzacymi z sekwencjonowania trzeciej generacji. Pozwolito to uzyskac dtuzsze kontigi o wcigz
dobrej jakosci. Oba te narzedzia zostaty wykorzystane w praktyce podczas sekwencjonowania de novo genomu

tasiemca.



Ocena strony merytoryczne;j

Rozprawa doktorska jest oparta na cyklu pieciu publikacji, ktére ukazaty sie w wysoko punktowanych
czasopismach z listy JCR. Autoreferat z przedstawiong tematyka pracy doktorskiej, opisem publikacji i
osiggnieciami doktoranta zawarty zostat na 55 stronach. Bibliografia sktada sie z 103 pozyc;ji literaturowych.

Rozdziat 1 wprowadza w tematyke zagadnienia, przedstawia aktualny stan wiedzy oraz prezentuje cel
rozprawy i postawione hipotezy badawcze. Opisane zostaty rézne sposoby sekwencjonowania oraz rdznice
miedzy sekwencjonowaniem catego genomu (WGS) oraz catego eksomu (WES). Przydatoby sie umiesci¢ troche
nowsze cytowania dotyczgce stopy btedéw w sekwencjonowaniu trzeciej generacji niz publikacja [24] z 2015
roku, gdyz technologia ONT aktualnie ma znacznie nizszy odsetek btedéw niz 40%. Podobnie dla PacBio
poprawiona zostata jakos$¢ dzieki odczytom HiFi (High Fidelity). Dtugie odczyty o lepszej jakosci pozwalaja
oczywiscie na uzyskanie dtuzszych kontigdw o bardzo wysokiej jakosci. W podrozdziale 1.2.1 przedstawione
zostaty dwa sposoby na obliczanie gtebokosci pokrycia na podstawie danych WES, wraz z dostepnymi
narzedziami. Nastepnie omdwione zostaty sposoby na filtrowanie regiondw o nienaturalnym pokryciu, ktére
bedg zaburzaty dalsze analizy. W kolejnym etapie, normalizacji gtebokosci pokrycia, wykorzystywane sg miedzy
innymi wybrane prébki jako tto modelujace. Autor rozprawy zauwazyt, ze nie wszystkie programy wykorzystujg
pule prébek referencyjnych i jako jeden z celéw pracy postawit sobie przetestowanie réznego sposobu doboru
probek referencyjnych oraz implementacje algorytmu doboru prébek dla aplikacji nie posiadajacych tego
etapu.

Podrozdziat 1.2.2 przedstawia drugg cze$¢ zagadnien poruszanych w pracy doktorskiej obejmujacych
szacowanie gtebokosci pokrycia w trakcie asemblacji de novo. Przedstawione rézne podejscia do wykrywania
wariantéw strukturalnych (SV) zostaty przez autora niestusznie sklasyfikowane jako podejscia do wykrywania
CNV. CNV jest podgrupa SV, a do wykrycia CNV najlepiej postuzy¢ moze badanie gtebokosci pokrycia oraz
asemblacja de novo. Pozostate metody potrafiag wykryé jedynie delecje, natomiast nie potrafig wykry¢
duplikacji. Niewtasciwy zapis pojawit sie takze na Rysunku 1 —zamiast CNV powinno pojawic sie SV. W dalszej
czesci rozdziatu doktorant opisat podejscia do asemblacji de novo oparte na grafach OLC oraz grafach de
Bruijna. W grafie mozna takze zapisac informacje z oszacowaniem ile razy nalezy uzy¢ kazdej krawedzi, dzieki
czemu bedzie mozna rozwigzaé takze problem powtarzajacych sie fragmentéw. W kolejnej czesci podrozdziatu
autor przedstawia rdzne sposoby na tgczenie danych z sekwencjonowania dtugich i krétkich odczytéw. Na
koniec doktorant zaprezentowat swoj wktad w tym obszarze, czyli nowy algorytm asemblacji de novo z
wykorzystaniem informacji szacowanej liczy kopii w celu odtworzenia fragmentu powtarzajgcego sie oraz
algorytm do asemblacji de novo z potgczonymi sekwencjami krétkimi i dtugimi.

Cele pracy oraz hipotezy badawcze zostaty sformutowane zaréwno na poczatku pracy w rozdziale 1.1
oraz na koniec rozdziatéw 1.2.1i1.2.2. W mojej opinii skrétowe przedstawienie zaraz na poczatku pracy moze
by¢ dla czytelnika niezrozumiate, gdyz uzywane sg skréty wczesniej nie wyjasnione. Bardziej wtasciwym bytoby

umieszczenie rozdziatu 1.1 po wprowadzeniu.



Tematem rozdziatu 2 jest szacowanie liczby kopii na podstawie sekwencjonowania eksomu. W pierwszej
czesci omowiona jest publikacja P1, w ktdrej testowano algorytm doboru prébek referencyjnych do 3 réznych
aplikacji, ktére nie posiadaty takiego kroku. Autor zwiezle i klarownie przedstawit najwazniejsze wnioski
wyptywajace z badan dotyczacych réinych sposobdéw wyboru prébek referencyjnych. W drugiej czesci
rozdziatu omodwiona zostata publikacja P4. Doktorant zajmowat sie przeprowadzeniem testow
wydajnosciowych aplikacji SeQuila-cov, wykazujgc ze wykonanie obliczen na wielu rdzeniach znacznie
przyspiesza obliczanie gtebokosci pokrycia w poréwnaniu do innych aplikacji.

W rozdziale 3 omowione zostaty trzy publikacje doktoranta P2, P3, P5 — zwigzane z asemblacjg de novo
zaréwno krétkich, jak i dtugich odczytdw. Wnioski z kazdej publikacji sg przedstawione jasno i klarownie. W
publikacjach P2 i P3 doktorant zaproponowat nowatorskie algorytmy do asemblacji de novo, ktére
uwzgledniajg informacje o gtebokosci pokrycia i s3 w stanie odtwarzaé¢ sekwencje repetytywne. Pozostate
testowane asemblery (ABySS, Velvet oraz SPAdes) w znaczacej mierze nie byty w stanie wykryé powtdrzen
tandemowych (Tabele 4-6 w P2). Mam zastrzezenie odnosnie szacowania zuzycia pamieci i czasu dziatania.
Autor testowat swojg aplikacje na matych genomach bakteryjnych, oraz danych symulowanych, gdzie rozmiar
genomu nie przekraczat 1 miliona bp. Aplikacje (dnaasm i dnaasm-link) mogtyby nie zadziata¢ na danych
pochodzacych z genomu cztowieka o rozmiarze 3 miliardéw bp. Szacowany czas 8h nie jest zbyt wymagajacy,
aby méc przetestowac te aplikacje i sprawdzi¢ ich dziatanie w praktyce na duzych genomach. W drugiej czesci
rozdziatu omoéwione zostata ostatnia z publikacji (brakuje odwotania na stronie 28 do P5) dotyczaca projektu
sekwencjonowania tasiemca szczurzego. Omdwione zostaty kolejne etapy przygotowania odczytdw krétkich
oraz dtugich. Niezrozumiatym jest dla mnie dlaczego odfiltrowane zostaty odczyty poprawnie sparowane? Czy
nie powinny by¢ raczej odfiltrowane odczyty niepoprawnie sparowane? W wyniku przeprowadzonych
eksperymentdéw obliczeniowych udato sie poprawié spdjnosé sekwencji genomu tasiemca. W ostatniej czesci
rozdziatu przedstawiony zostat sposdb asemblacji de novo genomu mitochondrialnego tasiemca z
wykorzystaniem krétkich odczytéw. Pojawia sie pytanie, skoro genom mitochondrialny jest taki krotki (13 kbp),
to czy nie mozna byto wykorzystaé odczytéw Nanopore? Jeden odczyt powinien pokry¢ caty genom mtDNA.

W ostatnim, czwartym rozdziale doktorant oméwit dalsze plany badawcze, w tym automatyzacje
procesu doboru probek referencyjnych, réiny dobdr podzbioru regionéw sekwencjonowania oraz
wykorzystanie metody mapowania optycznego.

Mimo wymienionych uwag oraz pytan bardzo pozytywnie oceniam recenzowang prace doktorska.
Tematyka, cho¢ omdwiona zostata jako dwie odrebne czesci, potgczona jest wspdlnym zagadnieniem
wykrywania réznej liczby kopii fragmentéw DNA, z jednej strony jako obliczanie gtebokosci pokrycia w badaniu
wariantow strukturalnych CNV, z drugiej jako szacowanie liczby powtarzajgcych sie fragmentow w asemblacji
de novo. Doktorant ma rozeznanie w tematyce sposobdéw wykrywania sekwencji repetytywnych. Wykazat sie

zaréwno wiedzg z zakresu informatyki, biegtoscig w implementacji algorytmow, skalowalnosci obliczen, czy tez



teorii graféw, a takze wiedzg w zakresie biologii, znajomoscig najnowszych technologii sekwencjonowania,

charakterystyka ztozonosci sekwencji DNA.

Ocena od strony redakcyjnej
Na recenzowang prace doktorskg sktada sie zaréwno cykl publikacji oraz 20-stronicowe streszczenie. Odnosnie
publikacji — nie mam uwag. Streszczenie jest napisane starannie. Doktorant ma czasami tendencje do
budowania bardzo dtugich zdan ztozonych, ktére nie pasujg do siebie i powinny by¢ rozbite na kilka krétszych
zdan. Podziat pracy na rozdziaty jest prawidtowo dobrany, dzieki czemu czytelnik w tatwy sposéb orientuje sie,
co mozna znalez¢ w ktérej publikacji. Mgr Kusmirek uzywa w pracy stow, ktére w dziwny sposdb zostaty
przettumaczone z jezyka angielskiego, lub nie zostaty w ogdle przettumaczone:

e Uzywany w pracy czesto ‘assembling de novo’ z angielskiego de novo assembly ttumaczy sie na j. polski:
‘asemblacja de novo’

e  Str13: Whole Exome Sequencing (WES) mozna ttumaczy¢ jako ‘petnoeksomowe’ sekwencjonowanie, choc
czesciej spotykane ttumaczenie to catoeksomowe. W pracy pojawia sie dodatkowo stowo
‘petnoeksonowe’, co pewnie jest literowka

e  Str 32: ‘Optical mapping’ nie zostato przettumaczone — powinno by¢: mapy optyczne lub mapowanie
optyczne

Autor nie ustrzegt sie takze przed nielicznymi btedami gramatycznymi, sktadniowymi i interpunkcyjnymi:

e  Str. 10:,Zaprojektowac i zbadac nowg, wydajng implementacje algorytmu” powinno by¢ , Zaprojektowac
i przetestowacé nowg, wydajng implementacje algorytmu”

e  Str. 10:,,do taczenia wynikéw assemblingu de novo krétkich odczytow przez dtugie odczyty” powinno by¢
,do tgczenia wynikéw asemblacji de novo krétkich odczytéw za pomocg dtugich odczytow”

e  Str 11. ,Kazda z wymienionych hipotez zostata udowodniona, rozwigzania opublikowatem” zdanie zbyt
dtugie, powinno by¢ rozbite : ,Kazda z wymienionych hipotez zostata udowodniona. Rozwigzania
opublikowatem...”

e  Strl11l.,Przyktadowo, niektére funkcje gendw moga by¢ modulowane przez zmiane liczby powtdrzen DNA,
proces ten umozliwia...” Zdanie dtugie, wymaga podzielenia na 2 zdania. Ponadto nie wiadomo o jaki
proces chodzi.

e  Str 13:,odpowiadajg czescig kodujgcym” powinno by¢ ,,odpowiadajg czesciom kodujgcym”

e  Str14.,Istotng role w poznaniu takich sekwencji majg algorytmy.” Nie wiadomo o jakie algorytmy chodzi

e  Str 14-15 ,Narzedzia rdznig sie czasem dziatania, oprdcz réznych algorytmodw sg implementowane przy
pomocy réznych jezykdw programowania, ponadto nie wszystkie aplikacje posiadajg implementacje
zréwnoleglenia obliczen.” Zdanie, ktdre spokojnie moze zostaé podzielone na 3 odrebne. Dodatkowo

Srodkowa czes¢ zdania wymaga zmiany, aby byta zrozumiata.



Str. 16: ,,nowg, rozproszong implementacja procesu” powinno by¢ ,,nowg rozproszong implementacje
procesu”

Str. 26: ,zwieksza prawdopodobieinstwo odtworzenie sekwencji” powinno by¢ ,zwieksza
prawdopodobienstwo odtworzenia sekwencji”

Str. 26: ,Nastepnie jest budowany graf pofaczen w ktérym wierzchotkami sg kontigi a krawedziami”
powinno by¢ ,,Nastepnie jest budowany graf pofaczen, w ktérym wierzchotkami sg kontigi a

krawedziami”

Szereg btedédw edycyjnych pojawito sie takze w cytowaniach literaturowych, wynikajacych

najprawdopodobniej z formatowania Latex’a. sg to btedy typu: duze/mate litery.

W [3],[5] i [9] DNA pojawia sie w tytule matymi literami: ‘dna’

W [95] CNV w tytule pojawia sie matymi literami: ‘cnv’

Czasopisma typu PLOS pisze sie pierwszy czton duzymi literami, drugi zaczyna z duzej litery: PLOS Genetics
[1], PLOS ONE [13,36], PLOS Computational Biology [42, 58]

Czasopismo Genome Research pisze sie z duzych liter [32,43,48,49,55,62,69]

Podobnie Nucleic Acid Research [22,28,35,53]

Czasopismo BMC Bioinformatics — drugi czton z duzej litery [47,72,86,93,100]

Réwniez niepoprawna pisownia czasopism: Genome Biology, Genome Research, Nature Genetics,
GigaScience, Journal of Molecular, Biology, Molecular Cell

Tytuty artykutéw powinny zaczynac sie z duzej litery, a kolejne wyrazy z matych liter [63,67,70,78,82,85]

Powyzsze usterki nie majg znacznego wptywu na jakos¢ i czytelno$é pracy i nie umniejszajg jej wartosci. Nie

zmieniajg réwniez mojej pozytywnej oceny recenzowanego doktoratu.

Whioski korncowe

W moim przekonaniu autor recenzowanej pracy doktorskiej wykonat, szereg skomplikowanych badan.

Zaproponowat, zaimplementowat i przetestowat algorytmy, ktére w znaczny sposéb moga przyspieszyé

obliczenia, a takze poprawic jako$¢ uzyskiwanych sekwencji wynikowych zawierajgcych powtdrzenia. Wykazat

sie wiedzg z zakresu matematyki, informatyki, biologii oraz bioinformatyki, ktérg potrafit zastosowaé w

praktyce. Recenzowana praca zawiera oryginalne rozwigzania problemu powtdrzen w sekwencjach DNA.

Wyniki badan zostaty opublikowane w czterech wysoko punktowanych czasopismach z dziedziny (BMC

Bioinformatics (2x), GigaScience, Scientific Data, BioMed Research International) dajgc sumaryczny

wspotczynnik IF = 19,581. W trzech z pieciu publikacji byt pierwszym autorem z przewazajgcym wktadem pracy.

Ponadto opublikowat 10 artykutéw w materiatach konferencyjnych (International Society for Optics and

Photonics), wystepowat na konferencjach jako referent lub z prezentacjq plakatowga. Na podkreslenie zastuguje

rowniez fakt, iz doktorant uzyskat w 2020 roku grant Preludium przyznany przez Narodowe Centrum Nauki,



oraz grant CYBERIADA-1 finansowany przez Politechnike Warszawska. Uczestniczyt rdwniez w 4 grantach

badawczych oraz réznych kursach o gtebokiej analizie danych biomedycznych.

Stwierdzam, ze praca pana mgr inz. Wiktora Kusmirka pt. ,,Szacowanie liczby powtdérzen fragmentu DNA”
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Wnosze o dopuszczenie mgr inz.
Wiktora Kusmirka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze bogaty dorobek publikacyjny zgromadzony w ciggu 4 lat pracy nad doktoratem oraz fakt
iz zostaty opublikowane w wiodacych czasopismach naukowych, sktadam wniosek o wyréznienie tej pracy

doktorskie;j.

Dr hab. inz. Aleksandra Swiercz
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